/1S
Qe
UNIERSIOAD NACIONAL AUTONOMA OE MEXIGO >

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

COMPARACION DE LAS TECNICAS BACTERIOLOGICAS Y
DE INMUNOHISTOQUIMICA EN LA DETECCION DE
Actinobacillus pleuropneumoniae DE PULMONES DE
CERDOS SACRIFICADOS EN RASTRO

T E 8 I 8§
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

PRESENTA
RIGOBERTO HERNANDEZ CASTRO

ASESORES:

MVZ., MSe. José Angel Gutiérrez Pabello
MVZ,, Ph. D. Gilberto Chévez Gris
MVZ, Elda Jiménez Guerra

MEXICO, D.F. 1995

FALLA DE ORIGEN




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



COMPARACION DE LAS TECNICAS BACTERIOLOGICAS Y DE
INMUNOHISTOQUIMICA EN LA DETECCION DE Actinobacillus
plesropmeumoniae DE PULMONES DE CERDOS SACRIFICADOS EN RASTRO

Tesis presentada ante la
Divisién de Estudios Profesionales de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
dela
Universidad Nacional Autésoms de Mézico
para la obtescién del titulo de
Médico Veterinario Zootecsists

por:
RIGOBERTO HERNANDEZ CASTRO
Asesores: MVZ,, MSe, José Angel Gutiérrez Pabelle

MVZ, Ph. D, Gilberto Chivez Gris
MVZ, Elda Jiménez Guerra

MEXICO, D.F.
1998



DEDICATORIA

A mis padres: lsmael Herodndez Vanegas
Ascencidén Castro Rios

Por toda su confianza depositads en mi y por esa maners en que viven Is vida.

A mis hermanos: Gicela Herndndez Castro

Esperanza Herudndez Castro

Angel Heruéndez Castro

Ismael Herndndez Castro

Alfredo Hernindez Castro

Oswaldo Herndndez Castro

Sandra Hernéndez Castro

Xochit! Herndndez Castro
A mis sobrinos. Gicela, David, Ivan, Kika, Kelly, Bryan y Mara
Por todo su apoyo y carifio.
" Amitio: J. Guadalupe Hernkndez, por estar sicmpre cerca de mi
A: G. Carlos Montahez, por su gran amistad
A todos aquellos famitiares y amigos que aunque no ¢stan en esta lista estén en mi mente.



AGRADECIMIENTOS

A ta Universidad Nacional Auté de Méxi

A la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Al Depariamento de Microbiologia e Inmunologia
A mis asesores: Por todo su tiempo, paciencia y conocimientos que compartieron conmigo.

Al MVZ., M Sc. J. Angel Gutiérrez Pabellb:»l’or todo su apoyo y por creer en mi.

Al Dr. Gilberto Chévez Gris: Por si istad incondicional.

Al Dr. Antonio Verdugo: Por todos sus conscjos para la realizacion de este trabajo.

Al Técnico: Luis A. Morales A Por_todo su tiempo empleado en este trabajo.

A todos mis maestros que intervinieron en mi formacion.




CONTENIDO

RESUMEN 1
INTRODUCCION 3
HIPOTESIS Y OBJETIVOS. ...... 9
MATERIAL Y METODOS........ 10

RESULTADOS...
DISCUSION......... .
LITERATURA CITADA............. 19
CUADROS.............ocrorrmvivrrnnnnns 28

FIGURAS........occooorrererimions 30



CONTENIDO

RESUMEN
INTRODUCCION .
HIPOTESIS Y OBJETIVOS........ 9
MATERIAL Y METODOS........ 10
RESULTADOS ...
DISCUSION... ...

LITERATURA CITADA .
CUADROS. ..........ccocoennmmmmnnrecnnns 25
FIGURAS........ ... oo 30



RESUMEN
Hemindez Castro Rigoberto. Comparacién de las técnicas bacteriologicas y de

inmunohistoquimica en ls d: ion de Actinobacillus plewrop de pulmones de
cerdos sacrificados en rastro. Bajo Ia direccion de MVZ. J. Angel Gutiderez Pabdello,
MVZ. Gilberto Chévez Gris y MVZ. Elda Jiménez Guerra.

En el presente trabajo se compart la técnica de aislamiento bacteriologico con el método de
inmunohistoquimica (THQ) con la varicdad del complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa
(ABC-P) para ol disgnostico de Ia pleuroneumonia contagiosa porcina. Se utilizaron cien
pares de pulmones de cerdos sacrificados en rastro, S0 con lesiones macroscopicas
aparentes y 50 sin lesiones macroscopicas, & los cuales se les realizd examen postmortem,
histopatologia, bacteriologia e inmunohistoquimica.

Se lograron identificar once casos positivos (11%) al aislamiento bacteriologico, de los
cuales nueve correspondieron & pulmones con lesionss neumdnicas y los dos restantes &
pulmones sin lesiones macroscopicas. De los pulmones con lesiones solo 4 (4%)
mostraron lesiones tipicas de pleuroncumonia, mientras que en 6 pulmones (6%) se

aron microscopicas de pleuroneumonia del 100% de los pulmones. Entre

las lesiones mi bpicas predominantes se ideraron a la nia intersticial (20%),

bronconeumonia supurativa (14%) y bronconeumonia no supurativa (6%).



Para la técnica de IHQ se produjo suero hiperinmune en conejo contra

A. plewropneumoniae serotipo 1, el cual alcanzé un titulo de 1:1280 mediante el método de

'y

aglutinacion indi (HI). Para darizar la técnica de THQ se utilizaron diferentes
diluciones, siendo 1:1500 la dilucion Gptima. La técnica logeo identificar positividad en 75
casos (75%).

Se encontraron diferencias estadisticas significativas (P< 0.001) entre los resultados
obtenidos por ambas pruebas. Posiblemente la observacion de una mayor positividad
mediante Ia técnica de THQ se debio a la poca sensibilidad de! aislamiento bacteriano en
casos cronicos, tratamientos terapéuticos a edad temprana, contaminacion de muestras y In
presencia de flora normal de! aparato respiratorio alto que dificultan el aislamiento del

MiCTOOTZANISMO.

El método de inmunohistoquimica (ABC-P) que se describe ofrece mej ftados que

)

¢l aislamiento bacteriano, pudiéndose utifizar como una herramienta mas en e diagnostico

de rutina de infecciones por A. pleuropneumonive.



INTRODUCCION

Caracteristicas generales.

Actinobacillus pleurop iae (A. pleurop jne) es el agente etiologico de Ia

Pl umonia Contagi Porcina (PCP). Este microorganismo es un pequefio

cocobacilo Gram negativo que mide aproximadamente de 0.5 a 1.5 1am de largo por 0.3 um
de ancho, no forma esporas, es capsulado, no es mavil, requiere para su crecimiento el

factor V o NAD (Dinucledtido de Adenina y Nicotinamida) y es aerobio y anaerobio
facultativo (2, 3, 17).

T do en ideracion los di fizados sobre las propiedades fenotipicas y de
homologia del ADN de estas bacterias, a Hi whilus plesrop iae se le transfiri6 al
género Actinobacilius pleurog iae biotipo | dependiente de NAD y a Pasteurella
haemolytica like al género y especie Actinobacillus pleurop jae biotipo 2

independiente de NAD. El biotipo 1 integra 12 serotipos mientras que el biotipo 2 abarca 2
serotipos, la especificidad del serotipo se basa en la composicion del antigeno capsular
(39).

Ests bacteria posee varios factores de virulencia, tales como: tres tipos diferentes de
hemolisinas o citolisinas, un complejo de proteinas de membrana externa, lipopolisacaridos

dotoxicos (LPS), cipsula, plasmid factores de colonizacion como son las fimbrias

| 4

citoadherentes, una exotoxina conocida como pleurotoxina, el factor de permeabilidad y la
secrecion de proteasas (4, 12, 23, 24, 25, 32, 39).

Epizootiologia.

El dnico huésped susceptible a  A. pleuropneumoniae es el cerdo. El agente no es

considerado comensal de ta flora normal del cerdo, por lo tanto se localiza en vias

respiratorias de animales enfermos y animales que se recuperaron de la infeccion

considerados como portad i at Estos individ aparentemente  sanos



conservan a la bacteria en las tonsilas, 1a mucosa respiratoria y los abscesos pulmonarses,
siendo susceptibles a desarrollar la enfermedad clinica bajo condiciones de estrés,
convirtiéndose asi en la fuente de diseminacion de la enfermedad (3, 12, 16, 17)

La PCP se encuentra ampliamente distribuida en todo en mundo, se he descrito en
Inglaterra, Argentina, EU A, Canada, Suiza, Holanda, Dinamarca, Australia, Finlandia,
Japon, Rumanis, Corea, Brasil, Venczuela, Espafia, Taiwan, Alemania, Suecia, Béigica,
Francia y México . En México se ha identificado la presencia de los serotipos 1, 2,3, 4, 5,
6, 7y 8 del biotipo 1 en diferentes regiones de la Republica; sin embargo, los serotipos que
con mayor frecuencia se detectan son el 1 yel 5. El serofipo | es considerado responsable
de los brotes mas severos de pleuroneumonia en el campo (6).

La enfermedad es considerada como uno de los principales problemas respiratorios del
ganado porcino, ionand { pérdidas economicas derivadas de las altas tasas
de morbilidad (100%) y mortalidad (20-80%), gastos en tratamiemtos terapéuticos, asi

como un pobre indice de conversion alimenticia provocando que los animales requiesan de

varias semands mis para alcanzar el peso de mercado. La pérdida por muerte puede ocurrir

en i del ciclo productivo, pero genersimente se observa en etapas de

9

crecimiento y engorda, en animales con un peso de 30 a 50 Kg aproximadamente (4).

Signos y lesiones.

A

La cnfermedad clinica tiene tres presentaciones diferentes sobreag aguda y

Para la fase sobreaguda el Gnico signo es muerte subita, en tanto que para la etapa aguda, la

muerte puede presentarse en 3 o 4 dias pafiada de ia, fiebre, ci is de
mucosas, disnea, tos, vomitos ocasionales y postracion. El dafio respiratorio puede ser tan
severo que los cerdos afectados respiran por el hocico adoptando una posicion de perro
sentado inclusive poco antes de la muerte puede haber una descarga abundante de espuma

sanguinolenta por el hocico y las fosas nasales



En relacion a la presentacion cronica o de portador asintomitico no existe una signologia
especifica pero es posible detectar disminucion en el indice de conversion alimenticia y, en

consecuencia, disminucion en la ganancia de peso (12, 14, 16, 17, 40).

A la necropsia, las lesiones macroscopicas que se pueden observar se restringen a la
cavidad toricica, en donde se logra visualizar pulmones de color azul violiceo, zonas de

neumonia fibrino-hemorrigica con distintos grados de desarrollo, asi como pleuritis

serofibrinosa, donde se den apreciar zomas ci itas con una capa de fibrina

formando adh ias entre los lobulos pul y la pared toracica. Ademds, ¢s posibl
distinguir abscesos caseosos diseminados en el parénquima y en la superficie pulmonar. Se
ha observado que las areas pulmonares mas cominmente afectadas corresponden a las

regiones media y dorsal de los iobulos diafragméticos (6, 9, 16, 20, 41)

En tanto que los estudios histopatologicos muestran una pleuroneumonia fibrinosa

() 1 1 1

hemorragica, congestion, hemorragias subp 1 es € i p

1 dad,

fibrinoso en capilares y luz alveolar, asi como una intensa infiltracion de células

y la di ion de septos interlobulillares. Esta Gltima lesion es atribuida a 1a
accion de ta fibrina y el edema. Otro hallazgo caracteristico es la presencia de gran cantidad
de células alargadas formando acimulos, estas células han sido interpretadas como

macrofagos transformados por el efecto de las toxinas bacterianas (6, 44).

Disguostico.
E! diagnostico de infecciones por A. pleuroy iae se fund en la historia de
hato, signos clinicos y lesi macroscopi E! diagnostico clinico y ¢l examen a la

necropsia adquieren de esta forma un caracter presuntivo, por lo que se requiere del

aislamiento bacteriologico y 1a serotipificacion para la identificacion del agente causal.



42

Debido a que los 12 serotipos p propi morfologicas y bioquimicas idénticas,

es importante la caracterizacion completa del microorganismo, ya que existen diferencias

lacionadas con la virulencia entre los ip idos (36, 41).
La serotipificacion se lleva a cabo mediante di étodos, siendo ls H glutinacion
Indirecta (HI) una de las técnicas mas confiabl q i se ha descrito el

uso de Inmunoensayos Enzimaticos (ELISA) utilizando anticuerpos monoclonales y la

Reaccion en Cadena de la Polimerasa “PCR” (19, 26, 34).

La importancia del aislamiento e identificacion del serotipo radica en la ayuda que

)
L4

proporciona en el anilisis logico y en la seleccion de la bacterina mis efectiva, ya

que la proteccion que confiere la ion depende del ipo que esté presente en la

zona afectada. Otra ayuda del aislamiento es determinar la sensibilidad a los

quimioterapéuticos, esta informacion es de gran impontancia debido a que el nimero de

cepas resi continia en debido al uso indiscriminado de los antibioti
(, 11).

El aislamiento y la serotipificacion presentan la desventaja de consumir mucho tiempo, que

fi b resultados de las muestras procedentes de casos agudos y

4

sobreagudos, en los casos de presentaciones cronicas se ha revelado como un método poco

ible, ya que el aislami delab ia es muy dificil a partir de 6rganos lesionados

debido al imi tvo de b, ias contaminantes, flora normal de aparato
respiratorio alto, por lo que es necesario recurrir a alternativas mds rapidas y sensibles para

los casos cronicos (16).

Los exdmenes histopatologicos son utiles para diferenciar lesiones producidas por otros
microorganismos, que se sabe aumentan la severidad de la enfermedad clinica causada por

A. pleuropneumoniae (11).
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Las pruebas serologicas d peiian un papel imp enl:uidcntiﬁcacién de portadores
asintomaticos, que son individuos causantes de la (rMﬁén y diseminacion de Ia

enfermedad entre los hatos.

La base de las pruebas serologicas es la deteccion de anticuerpos en el suero y otros fluidos

poral iendo grandes jas como el poder trabajar con animales vivos y detectar

portadores sanos (38).

Existe una gran cantidad de métodos como lo son: aglutinacion en tubo, aglutinacion en
placa, aglutinacion en tubo con 2 mercapio-etanol, aglutinacion con particulas de latex,
hemoaglutinacion indirecta, fijacion del complemento, ELISA, neutralizacion de
hemolisina, radioi ilisis e i fe ia O "Westun biot" (10, 13, 27, 28,
30, 31, 43).

oo
M B

Sin embargo, pese a que se cuenta con numerosos

para ¢l diagnosti

de 1a PCP, algunos de estos métodos han caido en desuso y otros no son capaces de

diferenciar

P les de icuerpos  infecciosos, complicando asi el
diagnostico definitivo.

4

Otra opcion en el diagnostico de 1a PCP son las técnicas i ogi i , CUyo

principio es la deteccion de restos antigénicos a partir de muestras frescas, congeladas o

incluidas en bloques de parafina, métodos como Coaglulinacio | fl
ELISA ¢ Inmunohistoquimica “IHQ" (20, 29, 33, 37).
Las técnicas de Coaglutinacion, ELISA e inmunolluof ia son técnicas rapidas,

sensibles y especificas que nos permiten confirmar otros métodos diagnosticos utilizando

material antiguo con la desventaja de requerir equipd especial, costoso y personal

dad ¥

calificado. La técnica de | histoquimica (IHQ) presenta tres vari : Perc

'Antiberoxidnsa (PAP), Estreptavidina-Biotina (EB) y el Cc“wmplejo Avidina-Biotina (ABC).



Técnica de inmunchistoquimica (IHQ)

El uso de esta técnica en el diagnostico comprende la identificacion de enfermedades
asociadas a autoanticuerpos, tumores, deposicion de complejos inmunes, hormonas,
enzimas, superficies celulares y en la deteccion de microorganismos causantes de

enfermedades infecciosas como bacterias, virus, hongos y parasitos (15, 22, 45, 46).

El complejo Avidina-Biotina (ABC) se basa en la afinidad de la Avidina, que es una
proteina de la clara del huevo para unirse con la vitamina Biotina. La técnica de ABC es un
método indirecto, ya que se utiliza un anticuerpo primario y un anticuerpo secundario

ligado a la biotina, la cual reconoce especificamente a la avidina, que se encuentra

conjugada con la enzima peroxid, final se afiade un sustrato que desarrolla una
coloracion que indica la presencia del antigeno focalizado por el anticuerpo primario. Las

preparaci de THQ requi de un microscopio de luz ordinaria para poder visualizar

las tinci Los epi igénicos no son destruidos por Ia fijacion de la formalina, por

Lkl B

la inclusion en parafina ni por la congelacion, favoreciendo su uso en estudios de

£ d.

distribucién de i en tejidos y su correlacion con los cambios

histopatologicos (1, 7, 21, 42).

Dentro de las ventajas de la THQ estan ¢l poder trabajar con improntas, frotis

(Inmunocitoquimica) y preparaci para micr pia el Onica, ademas de d
varios antigenos en una sola preparacion, contar con gran sensibilidad y especificidad, ser

un ensayo ripido, sencillo y susceptible a automatizarse (18).



HIPOTESIS

La técnica de Inmunchistoquimica (ABC) logrark identificar un porcentaje mayor de
portadores asintomiticos que no son detectables por métodos rutinarios como el

aislamiento bacteriologico.

OBJETIVOS

Estandarizar la técnica de IHQ (ABC) para el diagnostico de Actinobacillus
pleuropneumoniae serotipo 1.

Evaluar la utilidad del método de THQ para el diagnostico rutinario de la PCP comparando

islamiento bacteriano.

11 ad.

sus con ¢l
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MATERIAL Y METODOS

1. Muestras: Se seleccionaron 100 pares de pulmones de cerdos sacrificados en rastro, 50
pares con lesiones de neumonia y 50 pares sin lesiones macroscopicas aparentes, de las

muestras consideradas con lesiones se realizo una clasificacion de estos cambios

boairitic ah
P

derandose los sigui cC ion, hemorragias, adherencias,

consolidacion.

N

. Aislamiento bacteriolégico: Se inoculd una caja de Agar sangre y se cruzé con una
cepa de Staphylococcus aureus para proveer el Factor V. Las cajas se incubaron durante
24 horas a 37°C en una atmosfera de microaerobiosis. La identificacion de los
microorganismos se llevo a cabo con técnicas bacteriologicas para 4. plewrop

(16).

3. Estudio Histopatologico: Las muestras de tjido pulmonar seleccionadas fueron fijadas

en formalina amortiguada (pH 7.2) al 10% y pr das con la técnica de inclusion en
parafina para su posterior corte de 5 micras de grosor, las cuales se tifieron con

hematoxilina y eosina (H&E)

4. Produccién de antiswero primavio contra A. pleuropneumoniae serotipo 1: Sc
utilizaron tres conejos hembras de la raza Nueva Zelanda conun peso de 2Kg y 3
meses de edad, se sometieron a una hiperinmunizacion de 9 semanas. El antigeno
utilizado fue A. plenroprieumoniae serotipo 1 cepa aislada de un caso clinico, que se

serotipifico por la técnica de h glutinacion indirecta y se sembro en TSA

enriquecido con NAD al 0.1%. El cultivo de 16 horas fue cosechado en PBS pH 7.2 ¢

.. inactivado con formalina al 0.3% a temperatura ambiente.



wn
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La determinacion de la acion final del inoculo se llevo a cabo por observacion a

la escala nimero 1 del nefelometro de Mac Farland.

. Estandarizacién de ia técnica de Inmunohistequimica. Se utilizo el equipo comercial

Vectastain ABC (Rabbit IgG)" El snticuerpo policlonal primario empleado fue
producido en conejo, mientras que como anticuerpo secundario biotinilado se utilizo una

Anti-1gG de conejo producido en cabra. Posteriormente se utilizo ¢! complejo ABC-

Peroxidasa para detectar la reaccion y como cromégeno a la Diaminobenzidina. Como
control positivo se utilizd una seccion de tejido pulmonar de cerdo inoculado
experimentalmente con A, pleuropmumom’qe serotipo 1 y como contro! negativo se
realizo la IHQ de forma rutinaria sustituyendo el anticuerpo primario por suero normal

de conejo. Se prob las sigui diluci del suero hiperinmune utilizado: 1:1,

1:10, 1:100, 1:1000, 1:1560 y 1:2000.

Anilisis estadistice: Se utilizd el anilisis de Ji-cuadrada para determinar diferencias

estadisticas significativas entre la THQ y el aislamiento bacteriano.

‘Laboratorios Vector (PK 4001).



RESULTADOS

AISLAMIENTO BACTERIANO,

De un total de 100 pares de pulmones de cerdo procedentes de 4 estados de la Republica
Mexicana: Querétaro (25), Jalisco (8), Edo. de México (43) y Sonora (24) se observo un

total de 11 casos positivos al aislami de A. pleuroy iae que correspondieron al
11%. De éstos, 9 fueron del grupo de SO pares de pulmones con lesiones neumonicas que
equivalen a un 18%, mientras que los otros 2 aislamientos fueron de los 50 casos sin

lesiones ap , lo cual corresponde al 4%. La identificacion de A. plewropreumoniae

se realizo con base en prucbas bioquimicas y de cultivo.

CAMBIOS ANATOMOPATOLOGICOS.

Se evalud la extension y apariencia de las lesiones de los 100 pares de pulmones,
agrupéndolos en SO pares con lesiones aparentes de neumonia (figura 1) y 50 sin lesiones
macroscopicas aparentes (figura 2). De estos se tomaron muestras para los estudios

bacteriologicos, histopatologicos y de inmunohistoquimica.

De los 50 pares de pulmones con lesiones neumonicas, 38 mostraron una coloracion rojo

plrpura de forma irregular con tamafio y distribucién variable. En 21 se observaron amplias

zonas de hemorvagias en la parte dorsal de los lobulos diafragmaticos, 21 con p ia de
consolidacion; 21 con pleuritis en donde los septos interlobulares se presentaron muy
aparentes y de aspecto hialino; en 17 se observo edema; 15 mostraron adherencias entre los
Iébulos pulmonares y la cavidad torécica, y por (Mimo, 9 presentaron abscesos

di ran

s en el parénquima y superficie pulmonar (cuadro 1).
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ESTUDIO HISTOPATOLOGICO.

Los cambi i opi ados en los pul con y sin lesiones, fueron las

siguientes: congestion, edema, hemorragias alveolares y subpleurales, necrosis, enfisema,
engrosamiento de septos, pleuritis, trombos de fibrina, exudado en bronquios y
bronquiolos, presencia de macrofagos y polimorfonucleares e hiperplasia tlinfoide

peribronquial. Las lesiones microscopicas mas fi fucron: ia intersticial en

un 20%, bronconeumonia supurativa severa difusa en un 14%, pleurobronconeumonia no
supurativa severa difusa en un 6%, bronconcumonia cronica severa en un 4%,
pleuroncumonia fibrosa cronica en un 3%, bronconeumonia supurativa severa difusa en un
2% y bronquitis granulomatosa, bronquitis activa cronica, neumonia no supurativa y

leuroneumonia supurativa severa difusa en un 1% en cada caso (cuadro 2).
p

PRODUCCION DEL ANTICUERPO PRIMARIO,

Después de 9 de inoculaciones se sangraron a los 3 conejos y se titularon los

sueros obtenidos por medio de la técnica de h tutinacion indi (HI), al do

B/

s6lo en uno de los conejos titulos de 1:1280, por lo que se le realiz6 sangria en blanco.

Los ofros 2 conejos se continuaron inoculando. por  semanas mas con un indculo de

bacterias vivas_ (3 ml por indculo’/ 2:veces por semana). Al término de esta Gltima

inoculacion se descansaron por una s

y, se realizo sangria en blanco. Los sueros se

litulardil por: Hl alcanzando

El suero recolectado l‘ue ﬁltrado con membranas de 0. 27 um (Mllllpore), se macuvaron

durante medla hora a 56°C y
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TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA.

Después de probar las diferentes diluciones del suero hiperinmune y determinar que la
concentracion optima fue de 1:1500 se realizo la técnica de IHQ en forma rutinaria a todos

las muestras pulmonares recolectadas.

El antigeno o restos antigénicos de A. pleuropne jae se observaron teiidos de color

café-ob . Se log isuali ltados positivos en 75% del total de los pulmones
trabajados, de estos casos, 43 correspondieron al grupo de pulmones con lesiones de

neumonia y 32 a muestras de pulmones sin lesiones macroscopicas aparentes (cuadro 4).

El antigeno fue observado en forma ‘cocoAbac.illar, hgruﬁédo en pequefios racimos o en forma

individual, lograndose encontraren el interior de . los vasos sanguineos, bronquios y

br iolos, en el cite 'v fagos alveolares (figura 5), septos y espacios

q

alveolares (figura 3), luz alveolar (ﬁgura 4) y en algunos casos se observo una fuerte

reaccid posmvaen,," dulas bronq uial

ANALISIS ESTADISTICO.

e

Para realizar el estudio ico de Ji-cuadrad;

se utilizd ¢l paquete comercial
Stat-view. Se encontraron diferencias estadisticamente signif icativas entre los resultados del
aislamiento bacteriano y la técnica de IHQ (ABC-P) (P £ 0.001), hab|endo utilizado el

intervalo de confianza para 2 proporcloncs con una conﬁablhdad de 95% (cuadro 5).




DISCUSION

La finalidad de este estudio fue evalul.r Ia eﬁcacu de la técnica de inmunohistoquimica,

dq it

con el

variedad complejo awdma-bxotma-peroxldasa (ABC-P) cc

bacteriano para la delecclon de Acmmhadllus L lenrot jiae. El p estudio es'el

(l993) los cuales reponaron porccntajes dc 100% para IHQ y 95% para el mslumnenlo‘, '

" bacteriano. _No‘ obsunl  s€ dcbe sefalar que cstos es(udlos l‘uuon reahzados uuhundo un®

modelo de mocula on expenmenlal micntras quu en el prescnte lrabajo Ios p ce ajes

fueron menores, Io cual puede atribuirse 4 que en nuestro caso se lrnbajaron mucstras de

cerdos sacnﬁcados en raslro

Los resuhadns de ambas prucbas fueron contraslanlcs ya que para l mé odo d lHQ se',.‘

detemnno un 75% de positividad, mientras que para cl mslamlenlo baclcnﬂno se observo

on

solo un 11%; dnchos resultados se e enconmndo dlferencxas‘

significativas (P<0. 001). por lo que puede ser rccom =ndable lu ' lilizacion de Ia lecmca de

THQ enel dlagnostlcu dela plcuroneumoma comaglosa porcma



Un aspecto interesante de los resultados ob idos, corresponde a los pulmones
procedentes del estado de Sonora (Cuadro 4) en donde se observd un menor nimero de
aislamientos y un mayor numero de resultados positivos a IHQ correspondiendo a cero
aislamientos y 15 IHQ positivos, de un total de 24 muestras. El hecho de no haber
encontrado ningun aislamiento en el estado de Sonora, pudiera atribuirse a diversos
factores como el nivel de tecnificacion de las granjas en esa region de México, practicas de

manejo como lo seria la medicacion temprana al d que disminuye, mas no

A. pleuropne iae impidiendo el aislamiento, asi como campafias de control y
erradicacion de enfermedades como la enfermedad de Aujezky que facilita la presentacion
de la PCP. Asimismo, el haber encontrado un mayor porcentaje de resuitados positivos

mediante THQ, podria deberse a que ¢l suero primario empleado presentara una reaccion

cruzada con otras baclenas de a nusma f:umlla (Pasteurellu, Haemophilus) e inclusive con
otros seronpos de A'p mmuac sobre todo si se considera que el serotipo | tiene
reaccion cruzada con los seroupo 9y l 1. Es por o anteriormente expuesto que se sugiere

realizar la mlsma prucba de IHQ sobre leldOS infectados con estas bacterias o la utilizacion

de anucuerpos monoclonales pam descartar estas posibles interferencias en el diagndstico

dela PCP

- Los resul(ados del alslamlemo bactenano mostraron que de un total de 100 pares de

: pulmones de cerdo sacnﬁcados n rastro, sélo 11 muestras (11%) resultaron positivas al

mslamxemo baclcnoléglco Estos ha]lazgos son smulares 2 los descritos  en diversos

‘Col (1988 Diaz vCoI (1989), Freese W. (1990). Al respecto, se

!rnbajos por C}naﬁ

sugiere que Ios baclenologlco en el diagndstico

de Actinobacills pleuroprie

¢ e debe a la presencla de bacterias contaminantes,
flora normal * de :

e’ mfeccnoncs nuxtas con olros

. apa

. Coe e T S
microorganismos “: tales - como

. Hordetella’ _bronchiseptica,



del aislami bacteriologico un

contagiosa porcina.

En eI es(udlo postmonem de los 50 pares de pulmones que mostraron lesiones

neuménic macr- SCOP i ente 4 de ellos (8%) presentaron lesiones del tipo de
PCP como Ia es’ una neumonln fibrino- hemorraglca y pleuritis serofibrinosa (4, 8),

considerando a - estas lesiones como ' caracteristicas’ de infecciones por

A pleumpneumomae De estos.4 pulmones co‘ lesmnes de pleuroneumoma se logro el

de A. pleurupne mnentras que los olros 5 mslamnemos se obtuvneron

de pulmones con lcsuones dc upo nuxto que macroscopncamente mos(mban areas de

cualcs se evaluan ILSIDH producndas por mfecc nes expenmcntales




Eslas dlscrepanclas las podemos alnbuu' a’ que en Ios casos de infeccion natural de tipo
_ crénico, se preseman mfecclonu mlxtas por la mteraccmn de otros agentes infecciosos
como bacterias, parésﬂos y virus, lo cual modifica’ el curso y las lesiones que presentan

estos animales.

Con respecto a la estandarizacion de la técnica de inmunohistoquimica (IHQ), se produjo

suero hiperinmune en conejo en contra de A.-pleuroy i ipo 1. El titulo
obtenido fue de 1:1280 por la técnica de hemoaglutinacion indirecta (H3), concordando con

el obtenido por Gutiérrez y Col.” (1990). Con este suero hipetinmune se realizaron

4 e

diferentes diluciones para

1a técnica de THQ, encc do una dilucion 6ptima

de trabajo de 1:1500, lo cual se'; Sséiﬁeja alo realizado por otros autores en diferentes

partes del mundo (Tbargoyén 'y Col /(1989), Ohishi y Col. (1986), Gutiérrez y Col. (1993).

De los resultados observados en stc studio se podna sugcnr la utilizacion de la técnica

de mmunohlsloqulmlca (ABC P) como“un‘” pmeba lnmnz para; el dlagnosuco de la

pleuroneumoma g' 538 porcma acomp ' de' otras pmebas tales cumo Ins

serolbglcas e inmunotransferencia, para conocer el estado real de las granjas con respecto a

A; inobacillus plenropme ite -y poder asl llevar»a cabo 16

erradicacion de la enfermedad
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Cuadro }.

CAMBIOS ANATOMO PATOLOGICOS DE LOS PULMONES CON LESIONES

MACROSCOPICAS Y SU RELACION CON LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS

LESIONES : PULMONES

MACROSCOPICAS ~ AFECTADOS
CONGESTION ’ 38
PLEURITIS 29
HEMORRAGIAS . 21

CONSOLIDACION 21

. EDEMA . W7
ADMERENCIAS 15

ABSCESOS  f 9

NUMERO DE AISLAMIENTOS DE
A pleuropneumoniae +

2

o w i &

Una misma cepa b.acleriaina se puede aislar de diferentes lesiones.’



Cuadro 2.
FRECUENCIA DE PRESENTACION DE LESIONES HISTOPATOLOGICAS EN
CORRELACION CON IHQ Y AISLAMIENTO BACTERIANO

Supurativa_severa difusa

. PULMONES CON | AISLAM | [HQ | PULMONES SIN AISLAM. [ IHQ
LESION MICROSCOPICA LESIONES POSITIVO | + LESIONES POSITIVO | +
MACROSCOPICAS MACROSCOPICAS
Pleuroncumonia supurativa 0 0 0 2 0 2
Neumonia no supurativa 0 0 0 3 i 3
Neumonia intersticial 8 2 8 12 0 9
Pleurobronconcumonia 5

Bronconeumonia supurativa

Pleurobronconeumonia
crénica

Bronquitis no supurativa

Bronquitis granulomatosa

Pleuritis no supurativa

Bronconeumonia no sup.

Bronquitis cronica

Pleurobronconeumonta no
supurativa

Pleuroneumonta fibrosa

Otros

TOTAL

-« 2 Aislamientos de zonas con hemorragias

lares y= | *de areas con edema.




Cuadro 3.
PROTOCOLO DE INOCULACION PARA LA PRODUCCION DE SUERO

HIPERINMUNE CONTRA Actinobacilius pleurop SEROTIPO 1
SEMANA INOCULO/mI via
1 0,78 ml* s.C
0.%0 mt* EV
0.50 ml EV
1.00 m} EV
- 1.50m) D EV
Casem T R

| A4

EV

. EV .

i EWY

o jei|lui]e|e la jw [e

EV.

14 0| SANGRIA EN BLANCO'

' Adyuvanic incompleto de Freund
* Microorganismos inactis ados

¥ Microorganismos vivos

¥ Sangrado y Titulacion
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Cuadro 4.

RESULTADOS DEL AISLAMIENTO BACTERIOLOGICO Y DE iHQ DE
ACUERDO A SU PROCEDENCIA GEOGRAFICA

PULMONES PULMONES
ORIGEN CON AISL. + HQ + SIN AlSL. + HQ +
LESIONES LESIONES :
QUERETARO 21 t 19 4 0 J2
JALISCO
EDO.DE -
MEXICO
SONORA

TOTAL *




poTp TESIS MO BREE

o 29

GALUR DE LA BHBLGHEGE

Cuadro 5.
" TABLA DE CONTINGENCIA
+ . TOTAL
- IHQ 78 28 100

% RENGLON "%
% COLUMNA 87.21%

AISL. n
% RENGLON 1%
% COLUMNA 1279%

TOTAL 8

% 3%

ANALISIS DE TABLA DE CONTINGENCIA
JI-CUADRADA TOTAL = 83.858 P < 0.001
G ESTADISTICA = 91.4%6

COEFICIENTE DE CONTINGENCIA = 0.543

VALOR DE JI-CUADRADA CON CORRECCION DE. CONTINUIDAD = 80.967

P<0,001



Figura 2. PULMON CON LESIONES MACROSCOPICAS DE NEUMONIA
ABSCEDATIVA

30



il

Figura 8. Detalle de un case positivo a A. pleuroy ige & nivel de macrofago ( >).

Técnica ABC-P contrastada con hematoxilina, 60X,
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